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■TA TTA AGT ATG CAG GTT ATG - 3 » 
AGA GAA TTT CTG GAA AGT GAA- 3 ' 
ATA TCC ACG CAG GAA ATA ACA GGA CTT -3 ' 
GAG CGT GCC TTA CCG ACG ATA-3 ' 
GCA GGG ATC ACT AAG CTG TG-3 » 
CGT GGG CAA CCA GCA CTA ACG-3 ' 
CG GGT TAA AGG TTA TCA OCT- 3' 
AG CAT GGC GCA AAT GGG-3 ' 

GCA CCA GGA AAG CAT TAA GTT GAT AGA ACA C-3 ' 
CTT CGC TGG GAC ACA AAG CA-3' 
TAA TGC TTT OCT GGT GC-3 ' . 
-T ACG GCA TGG GCT GAT TGC T-3 ' 
-T TAC GCT ATC GCC CAG CAG CAG GA-3 ' 
-T GGT CAT AAC CGA GAT GGT TCA ACC GAT C-3 • 
-A CAG TTG TTA CAG GAT CCC T-3 ' 
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Description 

Le genre Salmonella contient deux especes. Salmonella enterica . espece divisee en six sous-especes. sur la base 
de caracteres biochimiques et d'homologies au niveau de I'ADN. et Salmonella bongori . Le genre est subdivise en 
5 plus de 2000 serovanetes definles a I'aide d'antigenes somatiques et flagellatres. Les bacteries du genre Salmonella 
sont de fagon generale pathogenes pour I'animal ou pbur rhomme. On salt ainsi que les Salmonella sont parmi les 
agents responsables des empoisonnements alimentaires les plus courants dans les pays developpes ; c'est pourquoi 
des methodes de detection rapides et fiables des sous-especes de Salmonella sont importantes. 

Les salmonelles responsables des toxi-infections alimentaires appartiennent majoritairement a la sous-espece I 
^0 (encore appelee qroupe I) de S. enterica . 

Les toxi-infections ne sont toutefois pas les seules pathologies provoquees par des infections par des Salmonella . 
Par example, Salmonella enterica sous-espece enterica serovariete typhi (ci-dessous denommee Typhi) est I'agent 
causal de la fievre typhoTde humaine. 

Compte tenu de la nature des infections provoquees par les salmonelles et de !a necessite notamment de recher- 
Cher leur presence dans les prelevements biologiques realises sur des patients ou dans les aliments, 11 apparait indis- 
pensable de disposer de moyens rapides et sensibles pour en detecter leur presence. 

Les methodes standard de culture largement utilisees jusqu'a present pour la detection des salmonelles necessi- 
tent un temps important et ne sont pas adaptees par exempfe pour suivre la contamination de produits alimentaires. 
Pour surmonter les desavantages de ces methodes, plusieurs methodes fondees sur des techniques de biologie mo- 
20 leculaire telles que des tests d'hybridation et des tests de reaction de polymerisation en chaine, ont d'ores et deja ete 
proposees. Differentes sondes d'ADN ont ete utilisees dans plusieurs protocotes d'hybridation et de PGR pour detecter 
les sous-especes de Salmonella dans Talimentation. Cependant. aucune de ces techniques n'est completement sa- 
tisfaisante. putsque les sequences utilisees ne sont pas totalement connues ou pas exclusivement presentes dans le 
gsnre Salmonella et ainsi, peuvent conduire a des reactions croisees entre la sonde et des sequences d'ADN d'autres 
25 enterobacteries ou peuvent conduire a un grand nombre de faux negatifs ou de faux positifs. 

Les inventeurs ont recherche des moyens permettant ta detection specifique et sensible de I'ensemble des sal- 
monelles des especes S. enterica et/ou S. bongori . Dans cette optique, ils se sont interesses a la souche Salmonella 
enterica sous-espece enterica serovariete typhi (S. Typhi ) et au gene participant a invasion de cellules par S. Typhi . 
De plus, ils ont defini certaines conditions permettant la detection specifique de groupes determines de Salmo- 
30 nelles, par exemple des bacteries du Groupe I, 

On a deja montre dans I'etat anterieur de la technique, que la souche Typhi est capable d'adherer a des mono- 
couches de cellules HeLa et d'entrer dans ces cellules (Yabuuchi et al, 1 986). Cependant, jusqu'a present, les deter- 
minants genetiques tmpliques dans ce processus d'adhesion et d'entree dans les cellules, n'ont pas ete clairement 
identifies, Elsinghorst et al (1 989) ont clone un fragment chromosomtque de Typhi, qui confere a des bacteries de type 
35 Escherichia coii la capacite de penetrer dans les cellules Henle 407. Recemment, una autre region chromosomique 
impliquee dans I'invasion des cellules HeLa par la souche Typhi Ty2 a ete identifiee et donee (Popoff et Dion. 1990). 

Les inventeurs de la presente demande ont identifie sur un fragment d'ADN de 2,4 kb de S. typhi contenu dans 
la sequence Hindlll de 7.9 kb decnte par Popoff et Dion (1990), des regions susceptibles de participer a I'activite 
d'invasion de Salmonella enterica sous-espece enterica serovariete Typhi dans des cellules, et en particulier dans des 
-^0 cultures cellulaires de type HeLa, ces regions etant susceptibles en outre d'etre utilisees dans des reactions pour la 
realisation d'un diagnostic generalise de tous les representants des especes S. enterica et/ou S. bongon ou eventuel- 
lement dans des conditions de detection particulteres. pour le diagnostic specifique du groupe I de S. enterica. 

Une sequence appelee lagA et une sequence appelee lagB ont ete identiftees par les inventeurs et caracterisees 
comme participant a I'invasion celiutaire se manifestant lors d'une infection due a Salmonella enterica sous-espece 
45 enterica serovariete Typhi. 

La specificite de ces sequences au sein de S. Typhi a conduit les inventeurs a proposer leur utilisation pour definir 
des moyens pour le diagnostic d'une infection par S. typhi , voire pour le diagnostic d'une infection par des Salmonella 
des espece S. enterica et/ou S. bongori ou dans certains cas pour la mise en evidence de S. enterica de groupes 
speciftques. 

50 Ces moyens utilisables pour le diagnostic d'une infection par Salmonella enterica et/ou Salmonella bongori com- 

prennent des oligonucleotides susceptibles d'etre mis en oeuvre dans des reactions d'amplification de sequences de 
nucleotides, par exemple des reactions de polymerisation en chaine. L'invention se rapporte aussi a des sondes pour 
la detection d'acides nucleiques de S. enterica ou d'une sous-espece specifique de S. enterica et/ou de S. bongori , 
ces acides nucleiques etant le cas echeant des fragments amplifies. 

55 L'invention a egalement pour objet un kit et une methode de detection de la presence de Salmonella enterica et/ 

ou de Salmonella bongori dans des echantillons biologiques et par exemple, dans des produits alimentaires ou dans 
tout echantillon faisant I'objet d'un diagnostic clinique. Ces methodes et kits de detection sont selon un mode de rea- 
lisation particulier de l'invention, specifiques des souches du groupe I de S. enterica. 
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Selon un autre mode de realisation de I'lnvention ces methodes permettent au contratre de rechercher !a presence 
de bacleries S. enterica ou S bonqori du genre Salnnoneda . Le genre Salmonella comporte ainsi six sous-especes ou 
groupes I, II III, IV. V ou VI Les sous-especes I. I! Ill IV et VI appartiennent a I'espece S enterica et (a sous-espece 
V appartient a I'espece S. bonqori . 
5 L'invention concerne aussi les sequences de nucleotides, participant a i'invasion de cellules par Saimonella en- 

terica sous-espece enterica serovarlete Typhi, caracterisees en ce qu'il s'agst de I'une des sequences iagA ou tagB 
respectivement comprises entre les nucleotides 97 et 1755 de ia sequence representee a la figure 1 (IagA) et entre 
les nucleotides 1 776 et 2255 de la sequence representee a la figure 1 dagB) 

L'invention vise aussi des sequences de nucleotides modifiees par rapport a lagA ou lagB mats presentanl nean- 
10 moins les memes propnetes s'agissant de I'invasion des cellules, ou hybndant dans des conditions stringentes avec 
I'une des susdites sequences 

La presente demande a egalement pour objet des protetnes IagA et lagB repondant aux sequences presentees 
a la figure 1 ou des variantes de ces sequences obtenues par mutation, deletion ou addition d'acides amines des lors 
que la sequence ainsi obtenue est reconnue par des anticorps diriges contre I'une des susdites sequences IagA ou 
/5 lagB. 

De fa9on generale. l'invention a pour objet toute sequence d'acfdes amines codee par les genes iagA et lagB 
representes a !a figure 1 . 

L'invention concerne par ailleurs tout fragment de I'une de ces sequences en particulier tout fragment sous forme 
purifiee, suffisant pour conserver a S. typhi ses proprietes d'adhesion et d'infection des cellules, et en particulier des 
20 cellules HeLa en culture. 

Le precede d'infection des cellules HeLa en culture est le precede standard qui a notamment ete decrit dans la 
demande de brevet Internationale publiee sous le numero WO 92/01056 

Selon un autre aspect, l'invention concerne des moyens pour la detection de la presence de S. enterica et/ou_S^ 
bonqori et le cas echeant. pour la quantification de S. enterica et/ou S bonqori dans des echantillons biologiques. 
25 Par echantillon biologique. on entend tout echantillon preleve pour la realisation d'analyses in vitro chez ranimal 

ou chez rhomme ou preleve a partir de produits alimentaires quelle qu'en soit ia nature ou a partir de tout milieu liquide. 
solide ou gazeux susceptible de contenir les agents pathogenes recherches 

L'invention a pour objet dans ce cadre, une sequence de nucleotides, comportant au moins 9 nucleotides, carac- 
terisee en ce qu'elle hybride avec I'une des sequences IagA ou lagB presentees ci-dessus. 
30 Les conditions d'hybridation dent i! est question precedemment sont definies en fonction de la spectficite recher- 

chee de I'hybridation et des conditions appropriees sont donnees a titre indicatif dans les exemples de la presente 
demande. 

De fagon preferee. {'invention concerne des oligonucleotides issus de la partie C-terminale de la sequence iagA 
representee a la figure 1 . 

35 Des sequences de type oligonucleotides peuvent etre selectionnees pour etre utilisees comme amorces soit pour 

la detection apres amplification, de I'ADN genomique ou de I'ADNc de Salmonella de I'espece S. enterica et/ou de 
I'espece S. bongori appartenant aux autres groupes i a VI ou d'une partie de ces groupes soit dans d'autres conditions 
pou r la detection specif ique de S. enterica du groupe 1 . 1 1 peut s'agir notamment de sequences de nucleotides obtenues 
par synthese chimique selon les metodes connues de I'homme du metier 

Des oligonucleotides preferes.. utilisables pour Tamplification d'aclde nucleique caracteristique de bacteries ap- 
partenant a !'un des groupes L il. ilia. Illb, IV. Vou VI du genre Salmonella et notamment de I'ADN genomique ou de 
I'ADNc de S, enterica et/ou de S. bonqori sont par exemple ies suivants (teur position au sein de la sequence IagA 
representee a la figure 1 etant indiquee) : 

46 
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position 



lagl : 


5 


' — TA TTA ACT ATCl CAC r?TT ATH — 


3 ' 




1 4 P 4 


— 1441 




5 


' — AGA nAA TTT CTCl ClAA AHT (^AR — 




1 


1 RRS 

J-Zj O -J 


— 1 firm 

JL D U O 


Iag3 : 


5 


r —ATA TC^C ACCi OACi GAA ATA APA 




CTT — 1 • 


1 d Q S 

X *t ^ 


X X 


Iag4 : 


5 


-GAG CGT GCC TTA CCG ACG ATA- 


3 ' 




1564 


-1584 


lags : 


5 


-GCA GGG ATC ACT AAG CTG TG-*3 






1318 


-1337 


Iag6 : 


5 


-CGT GGG CAA CCA GCA CTA ACG- 


3 ' 




1637 


-1657 


Slitil: 


5 


-CG GGT TAA AGG TTA TCA OCT- 3 


1 




709 


-728 


SlTn2 : 


5 


-AG CAT GGC GCA AAT GGG- 3 • 






1014 


-1031 


Slin3 : 


5 " 


-GCA CCA GGA AAG CAT TAA GTT 


GAT 


AGA 






ACA C 


"3 ' 








732 


-762 


Slin4: 


5 • 


-CTT CGC TGG GAC ACA AAG CA-3 


1 




823 


-842 


SS28: 


5 • 


-TAA TGC TTT CCT GGT GC-3 ' . 











D'autres oligonucleotides susceptilbes d'etre utilises comme amorces pour ('amplification de I'ADN ou de I'ADNc 
du gene tagB de Tensemble des souches Salmonella des especes S. enterica et/ou S. bongori ont ete definies a partir 
de la sequence iagB representee a la figure 1 . 
2S L'invention a done pour objet les oligonucleotides repondant aux enchainements suivants : 

lag 7: 5'-T ACG GCA TGG GCT GAT TGC T-3 • 

lags: 5 » -T TAG GCT ATC GCC CAG CAG CAG GA-3 ' 

^'^ Iag9: 5 ' -T GGT CAT AAC CGA GAT GGT TCA ACC GAT C-3 ' 

laglO: 5»-A CAG TTG TTA CAG GAT CCC T-3 ' 

Ces oligonucleotides peuvent egalement etre utilises comme sondes, par exemple pour la detection des produits 
d'amplification de I'ADN et/ou de I'ADNc de S. enterica et/ou de S. bonqon , 
35 Un couple d'amorces prefere pour realiser I'amplification de I'acide nucieique de S. enterica et/ou de S. bongori . 

quel que soit le groupe d'appartenance de la bacterie, est par exemple forme des amorces lagS (sens) et !ag6 (anti- 
sens). 

Ce couple d'amorces dirige ramplification d'un fragment d'acide nucieique de 340 bp. 

Un autre couple d'amorces prefere est forme des amorces Sim1 (sens) et Slm2 (antisens). Ces amorces sont 
-^0 susceptibles de s'hybrider avec I'ADN ou TADNc de bacteries S. enter'ca et/ou de S. bongori de I'un des groupes \, il. 
Mi. IV. Vou VI. 

Selon un autre mode de realisation prefere. l'invention concerne des oligonucleotides utilisables comme amorces 
pour la detection specifique de Salmonella enterica Groupe I lorsque les conditions de detection apres I'amplification 
de I'ADN ou de I'ADNc sont celles qui sont decrites dans I'exemple I. 
■^5 De telles amorces sont caracterisees par leur capacite a amplifier des sequences d'acide nucieique des souches 

S. enterica ou de S. bongori representatives des groupes L II. III. IV. V et VI. mais pour iesquelles les conditions 
de detection sont celles exposees dans I'exemple I. permettant la seule detection des bacteries du groupe I. 

Un couple d'oligonucleotides utilisables a ces fins, en tant qu'amorces specifiques pour la detection de sequences 
d'ADN ou d'ADNc de S. enterica du groupe I est par exemple constitue par les sequences suivantes : 

50 

SS2 5'-CCGGGCAGATGATACCC-3 ' et 
SS2B • -TAATGCTTTCCTGGTGC-3 ' , 

Les oligonucleotides definis par les inventeurs, permettent d'envisager le diagnostic de S. enterica et/ou de S_ 
bongori dans des conditions satisfaisantes de sensibilite de rapidite. de facilite et de specificite. 

L'invention egalement a pour objet un kit pour la detection de S. enterica et/ou de S. bongori par amplification de 
I'ADN genomique ou complementaire de S. enterica et'ru de S. bongori. caracterise en ce qu'il connprend : 
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des oligonucleotides tels que decrits precedemment. capables d'hybrider dans des conditions stringentes avec 
I'ADN genonnique ou I'ADNc de S entenca et/ou de S. bonqori 

une sonde pour la detection des fragments amplifies repondanl a t'une des definitions donnees dans ies pages 
precedentes. 

5 - les reactifs necessaires a la realisation de la reaction d'amplification 

L'invention a done en particufier pour objet. I'utilisation des oligonucleotides precites. comme amorces pour Tam- 
plification d'une sequence d'ADN ou d'ADNc de Salmonelia entenca et/ou de Salmonelia bonqon . comprise dans I'une 
des sequences iagA ou iagB teiles que decrites dans les pages precedentes ou complementaires d'une telle sequence, 
10 ou encore I'utilisation de ces oligonucleotides comme sonde pour la detection d'une sequence de nucleotides ampiifiee. 

Par exemple, les oligonucleotides iag5 et iag6 peuvent etre utilises respectivement comme amorces sens et an- 
tisens pour ia detection de S entenca et/'ou de S. bonqon du groupe I, li ill iV. V ou Vl. 

De meme. le couple d'amorces SIml et Sim2 peut etre utilise pour la detection de bacteries de I'espece S. enterica 
et/ou de S. bongori de Tun de ces groupes dans un echantiilon biologique 
15 L'invention concerne egalement {'utilisation des oligonucleotides S$2 et SS2S pour la detection specifique in vitro 

dans un echantiMon biologique de S. enterica du groupe I. 

La detection est specifique lorsque les amorces utilisees pour I'amplification des sequences de nucleotides re- 
cherchees permettent ramplification de bacteries S. enterica et/ou de S. bonqon appartenant a Tun des autres groupes 
il. III. IV. V ou VI. maisque les conditions mises en oeuvre ne permettent pas la detection des bacteries de ces memes 
20 groupes ou d'organismes differents susceptibles d'etre presents dans i'echantillon biologique teste. 

L'invention concerne ainsi un ensemble d'oiigonucleotides utilisables pour la detection de bacteries S. enterica et/ 
de S. bonqori . apres amplification de I'ADN genomique ou complementaire de S. enterica et/ou de S. bongori . 
caracterise en ce qu'ii comprend ; 

25 - un couple d'oiigonucleotides repondant aux definitions precedemment donnees. capables d'hybrider dans des 
conditions stringentes avec I'ADN genomique ou I'ADNc de S. enterica et/ou de S. bonqori . 
une sonde repondant aux caracteristiques donnees ci-dessus. 

Un premier ensemble d'oiigonucleotides utilisables pour la detection in vitro dans un echantiilon biologique, de 
30 souches de Salmonella enterica et/ou de S. bonqori appartenant a Tun des groupes L li. 111. IV. V ou VI. est caracterise 
en ce qu'il conttent les oligonucleotides suivants : 

la sequence Iag5 (5'-GCA GGG ATC ACT AAG CTG TG-3' et la sequence iag6 (5'-CGT GGG CAA CCA GCA 
CTA ACG-3') utilisables en tant qu'amorces pour ramplification et 
35 - la sequence Iag3 (5'-ATA TCC ACG CAG GAA ATA ACA GGA CTT -3') utilisabie comme sonde de revelation et 
ia sequence Iag4 {5'-GAG CGT GCC TTA CCG ACG ATA-3') utilisable comme sonde de capture. 

Un autre ensemble d'oiigonucleotides utilisables pour la detection specifique in vitro dans un echantiilon biologique. 
de S. enterica du groupe I, est caracterise en ce qu'il comprend les oligonucleotides suivants : 

40 

SS2 (5 • -CCGGGCACATGATACCC-3 • et 

SS2B ( ' -TAATGCTTTCCTGGTGC'-3 ' ) . 

La presente demande a par ailleurs pour objet une proteine tagA codee par la sequence de nucleotides iagA 
^5 representee a la figure 1 ainsi qu'une proteine iagB codee par la sequence de nucleotides iagB representee a la figure 1 . 

De fagon preferee. les proteines iagA et iagB ont respectivement les sequences d'acides amines representees a 
la figure 1 . 

Entre egalement dans le cadre de l'invention un procede pour la detection in vitro dans un echantiilon biologique, 
de sequences de nucleotides Salmonella enterica et/ou de S. bonqori . prealablement amplifiees par exemple par PGR 
50 caracterise en ce qu'il comprend les etapes de : 

denaturation de la sequence de S. enterica et/ou de S, bonqori ampiifiee. 

mise en contact des sequences de nucleotides amplifiees denaturees de S. enterica et/ou de S^ bonqori , avec 
une sonde de capture et une sonde de revelation obtenues a partir des oligonucleotides ci-dessus definis dans 
55 des conditions permettant I'hybridation desdites sondes de capture et de revelation avec la susdite sequence de 

nucleotides ampiifiee de S. enterica et/ou de S. bonqori , la sonde de capture etant fixee a la surface d'un puits 
d'une plaque de microtitration et la sonde de revelation etant marquee et libra dans un tampon d'hybridation 
approprie : 
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incubation du melange reactionnel, pendant un temps suffisant pour permettre la reaction d'hybridation : 
lavage pour eliminer las oiigonucleotides n'ayant pas reagi : 

revelation des sondes de revelation ayant hybride aux sequences de nucleotides amplifiees. 

^ Le precede de detection precedemment decrit peut etre avantageusement caracterise en ce que !a detection est 

reaiisee conformement aux etapes suivantes : 



denaturation d'un volume 10 ^i! de la sequence amplifiee par addition voluirie k volume d'une soiution 200 mM 
NaOH 40mM EDTA. 

^0 - prehybridation des microplaques dent la surface des puits est revetue de la sonde de capture, dans un tampon 
d'hybridation appropne, 

liberation de la microplaque et remplissage de chacune des cupules avec 200^1 de tampon d'hybridation renfer- 
mant le fragment amplifie denature et la sonde de revelation marquee a la peroxydase a ia concentration de 1 Ong/ 
Ml, 

?5 - incubation du melange pendant une heure a sy'C sous agitation. 

lavage du melange ayant reagi avec une solution de lavage lOX (lOOmM Tris. 3M NaCI.' 1% Tween 20. pH 7.4), 
detection de S'activite de la peroxydase liee a !a sonde par coionmetne en presence d'un substrat colore. 



La revelation de I'activite de la peroxydase presente sur la sonde de revelation peut etre obtenue par mise en 
20 oeuvre des etapes suivantes : 



depot de 200^1 d'une solution 40mlVf citrate trisodique. 0.03% H2O30%. 7,5mg/'ml d'orthophenylenediamine (OPD) 
dans chacun des puits contenant le melange de reaction, 
incubation de !a microplaque pendant 30min a Tobscurite et a 37°0 
25 - bloquage de la reaction par addition de 50ul/puits d'une solution 4N H2SO4, 

determination de la densite optique a une longueur d'onde de 492nm (reference a 620nm). 

De facon interessante, la sonde de capture utiiisee est roligonucfeotide Iag4 et la sonde de revelation est I'oligo- 
nucleotlde Iag3. 

30 AinsL les moyens definis dans le cadre de I'invention permettent la detection qualitative ou quantitative de la 

presence de bacteries de type S. enterica et/ou de S. bongori . qu'il s'agisse d'une detection non specifique au sein de 
Tun des groupes \, II., Ill, tV V ou VI de S. enterica et/ou de S. bongori . 

Dans des conditions specifiques de mise en oeuvre de I'etape de detection, telles qu'exposees dans Texemple L 
les amorces SS2. SS28 et ia sonde SS40 permettent au contraire la detection specifique de bacteries du groupe 1 de 

35 S. enterica. 

D'autres caracteristiques et avantages de I'invention apparaissent dans ies exemples qui suivent et dans les 
figures : 

Figure 1 : Sequence de nucleotide d'un fragment d'ADN de 2.4 kb de la region d'invasion de Salmonella ser. Typhi . 
Les sites potentials de liaison au ribosome sont soulignes. 
-^0 Figure 2 : Pourcentage de I'activite obtenue avec differentes souches de Salmonella appartenant a differentes 

serovarietes par hybridation sandwich. 

Serovarietes des differents isolats de Salmonella testes ; 



a; S. enterica sous-espece enterica (1), ref.: 053 
^5 b: S. enterica sous espece salamae (II), ref.: 975-71 

c: S. enterica sous espece salamae (II). ref.: 3975-83 

d: S. enterica sous espece arizonae (Ilia), ref.: 1600 K 

e: S, enterica sous espece arizonae (Ilia), ref.; So 20-20 

f: S. enterica sous espece diarizonae (II), ref.: 5250-85 
so g; S. enterica sous espece diarizonae (lllb), ref.: 8013-93 

h: S. enterica sous espece houtenae (IV), ref.: 1357-73 

1: S. bongori. ref,: 2790-79 

k: S. enterica sous espece indica (Vi), ref.: 4355-84 - 7, 6. 5. 4, et 3: (og (montant des molecules d'ADN). 



55 Figure 3 : Alignement des sequences des fragments amplifies (nucleotides 1 345 a 1 644) des 6 groupes de Satmonelles. 

Figure 4 : Amplification grace aux amorces Iag5 et Iag6 sur deux representants de chacun des groupes de Sal- 
monelles. 

Figure 5 ; Autoradiographie du Southern blot des produits amplifies des Salmonelles. 
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Figure 6 : Determination du nombre minimal de molecules d'ADN chromosomique pouvant etre detecte Autora- 
diographie du Southern blot et hybridation sur microplaque. 

Figure 7 : Localisation des oligonucleotides selectionnes au sein du gene lagA 

5 EXEMPLE I 

CLONAGE ET SEQUENCAGE DU FRAGMENT D'ADN DE 2.4 kb 

Ce fragment d'ADN a ete sous-clone en utilisant un fragment de restriction obtenu par coupure avec les enzymes 
^0 Hindi I L a partir de la sequence Hindlll de 7.9 kb decrite dans la publication de Popoff et Dion, 1 990, dans des derives 
du vecteur m13 (Messing et Vieira. 1982). 

Apres la realisation de ce clonage. !a methode de dideoxy terminaison de chaine a ete mise en oeuvre en utilisant 
la T7 DMA polymerase modifiee (Sequenase. USB Corp, ) et des oligonucleotides synthetiques universeis a titre d'amor- 
ces, Toutes les extremites des fragments de restriction utilises se chevauchaient les unes les autres. Le sequengage 
^5 de TADN a ete realise au moms 2 fois sur chacun des brins. La sequence de nucleotides a ete analysee en utilisant 
te programme de Lipan et Pearson. 1985. 

Comme le montre la sequence presentee a la figure 1 . deux phases ouvertes de lecture sont contenues dans le 
fragment sequence : eiles sont designees par les termes iagA (abreviation de invasion associate gene) et iagB. Les 
deux phases ouvertes de lecture sont transcrites dans la meme orientation . Le premier codon ATG (bp 97) de la phase 
20 ouverte de lecture de I'iagA. qui est precede par fa sequence 5'-AGAGA-3'. est suppose correspondre au site d'initiation 
de la traduction du gene iagA. Le gene iagA code pour un polypeptide comportant 553 residus d'acides amines avec 
un poids moleculaire calcule de 63026 Da. Une homologie significative a ete detectee entre le domaine N-terminal de 
la proteine IagA et le domaine correspondant a la proteine de regulation de la transcription PhoB (24% d'identite et 
52% de similitude pour une superposition de 1 08 acides amines) et la proteine PhoP (25% d'identite et 69% de similitude 
25 pour 100 acides amines alignes) de E.coli . Le codon d'initiation ATG du gene lagB (bp 1776) est egalement precede 
par un site potentiel de liaison au ribosome (5'-AGGAAG-3'). Le gene lagB code pour un polypeptide comportant 160 
acides amines et ayant un poids moleculaire calcule de 18369 Da La comparaison de la sequence de ta proteine IagB 
avec les sequences traduites contenues dans la banque de donnees Genbank a montre une homologie significative 
avec la proteine ipgP (43% d'identite et 66% de similitude pour 151 acides amines alignes). 
30 La proteine IpgF est codee par le gene ipgF qui est situe sur le plasmide associe a la virulence de Shigella flexneri , 

a I'extremite 5' du locus mxi-spa (Allaoui et al. 1993). 

Les proteines mises en evidence de Salmonella enterica sous-espece enterica serovariete Typhi auraient done 
un role dans Tinfection par ces bactenes, et notamment dans I'adhesion et la penetration dans les cellules. 

35 EXEMPLE 2 

DETECTION SPECiFIQUE DE S. ENTERICA DU GROUPE i 

Un protocole de detection des sous-especes de Salmonella par reaction de polymerisation en chatne (PGR) a ete 
■^0 mis au point. Un couple d'oligonucleotides utilises comme amorce a ete defini pour amplifier un fragment de 93 pb 
d'un gene requis pour Tinvasion des cellules HeLa par S. typhi , souche Ty2. Le produit d'ampiification a ete analyse 
par une hybridation non radioactive en sandwich sur des plaques de microtitration en utilisant deux oligonucleotides 
differents selon la procedure decrite par Chevrier et al. 1993. Mol. Cell Probes 7. 187-1 97, L'oligonucleotide de capture 
a ete phosphoryle a son extremite 5' et lie de fagon covalente a des puits portant des groupes amines d'une plaque 
■^s de microtitration. L'oligonucleotide de detection a ete amine a son extremite 5' puis marque avec un biottnyl-N-hydroxy- 
succinimide ester. Apres hybridation, les molecules hybrides ont ete detectees par de I'avtdine conjuguee a la phos- 
phatase alkaline et a un substrat chromogene. Cette methode necessite seulement I'utilisation d'un cycler thermique 
et d'un lecteur de microtitration conventionnel, et peut etre mtse en oeuvre sur une large echelle. 

50 MATERiELS ET METHODES 

Souches bacteriennes 

Deux cent vingt huit isolats cliniques (Tableau 1) incluant S. bongori (Sambrooket al, 1989, Molecular cloning, a 
55 laboratory manual. Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor N.Y.), S. enterica sous espece 1(116), 
11(56), llla(11), llib(30). IV(5) et Vl(5) et 16 souches d'Enterobacteries non-salmonelles (Tableau 2) representant 9 
genres differents ont ete utilises dans cette etude. La souche C53 de S. ser. Typhimurium a ete utilisee comme controle 
positif, et la souche HB101 de E. coli a ete utilisee comme controle negatif dans les tests de PCR. 
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Extraction de I'ADN 

Les souches ont ete cultivees sur un milieu LB a 37°C Afin de proceder a rextraction rapide de I'ADN. 2 ml de la 
cufture maintenue pendant toute la nuit ont ete centrifuges et resuspendus dans 1 ml de TE (tampon 10 nnM Tris-HCI 
5 a pH8 contenant 1 mM EDTA). Les cellules ont ete centnfugees. le culot de centrifugation a ete resuspendu dans 500 
ul d'eau distillee sterile et chauffe a 100 ''C pendant 10 minutes Finalement, \a solution a ete centrifugee et le surna- 
geant a ete conserve pourdes experimentations en PGR. 

Amorces oligonucleotidiques et sondes 

10 

Les oligonucleotides ont ete synthetises dans un synthetiseur a ADN cyclone (Millipore-Waters) en utiNsant !a 
technologte au phosphoramidite. 

Les sequences des amorces d'otigonucleotides etaient les suivantes 

^5 SS2 : 5 • -CCGGGCAGATGATACCC-3 ' et 

SS2 8 : 5 * -TAATGCTTTCCTGGTGC-3 ' , 

La sonde oligonucleotidique de capture. 

20 SS4 0 : 5 ' -CCCGAACTATCTCGATCTGTACAATATTATCATT-3 • 

a ete phosphoryiee a son extremite 5' avec ia T4 polynucleotide kinase (Boehringer) selon la description faite par 
Sambrook et al. 1989. (Molecular cloning, a laboratory manual. Cold Spring Harbor Laboratory Press. Cold Spring 
Harbor. N.Y.), La sonde de detection octadecanucleotidique SS41 (5'-GCAGGTGATAACCTTTAA-3') a ete synthetisee 
avec une fonction ammo a son extremite 5' en utilisant la methode au phosphoramidite sur phase solide dans un 
25 synthetiseur d'ADN Applied Biosystem 380B puis marquee avec le D-biotinyl-I-aminocaproic acide-N-hydroxysucci- 
nimide ester (Boehringer) selon la description faite par Tham et al. 1990, (FEMS Microbiol. Lett. 69, 109-116), Les 
oligonucleotides de capture et de detection ont ete tous les deux purifies sur une colonne de dessalement rapide MR 
10/10 avec le systeme FPLC (Pharmacia). 

30 Experiences de PGR 

Les reactions d'amplification ont ete realisees dans un volume total de 100 |,lI dans un tampon 50 nnM Tris-HCI 
pH 8.5. contenant 4 mM MgGl2. 100 |.ig/ml de serum alumine bovine, l^im de chaque amorce. 200 |liM de chaque 
dNTP et 1 U de Taq ADN polymerase (Amersham). Le melange d'amplification a ete recouvert avec 100 jul d'huile 

3S minerale et soumis a 10 cycles d'amplification selon la description suivante : les echantillons ont ete incubes a 94°C 
pendant 10 sec pour denaturer I'ADN. a BO^G pendant 10 secondes pour apparier les amorces a I'ADN et a 72°C 
pendant 30 sec. pour realiser la reaction d'extension des amorces appariees. ceci etant suivi de 30 cycles selon le 
protocole suivant : denaturation a SV^C pendant 10 sec. appariement a 60°G pendant 10 sec. et extension a 72° C 
pendant 30 sec, Les cycles thermiques ont ete realises dans un ensemble chauffant programmable (Thermal ractor 

■io Hybaid. UK). 

Les experiences de PGR ont ete realisees avec 5|..il de solution d'ADN. Chaque experience comprenait des con- 
troles negatifs (5 de tampon TE) pour chaque groupe de 10 echantillons et a la fin de chaque serie. 

Tests d'hybridation sandwich sur des bandes GovaLink NH® 

45 

Deux protocoles d'hybridation non-radioactive sur des bandes CovaLink NH® ont deja ete decrits par Chevrter et 
al (1 993, Mol. Cell. Probes 7 1 87-1 97) Dans le cas present,, une technique d'hybridation sandwich a ete utilisee dans 
la mesure ou elle permettait une meilleure sensibilite de la detection. La reaction a ete realisee sur des micropuits 
recouverts par de roligonucleottde SS40 en utilisant une procedure de liaison covalente telle que decrite en details 

50 par Chevrier et al ou Rasmussen. S.R. et al (199T Anal. Biochem. 198. 138-142). 

Le fragment d'ADN soumis a la reaction de PGR a ete denature directement dans les putts en ajoutant de fagon 
sequentielle 95 d'eau distillee. 5|j.l d'echantillon de PGR, 40 jal de sonde de detection et 1 4 jitl de NaOH 1 N par puits. 
Apres 10 minutes, la neutralisation a ete effectuee en ajoutant 21 (j.1 de NaH2P04 1 M contenant 1% de sarkosyle. 
Tous les echantillons ont ete realises en double. Apres ta neutralisation, la bande a ete deposee sur une surface 

55 metallique et maintenue dans un four pendant la nuit a 40*C. La concentration finale de la sonde de detection biotinylee 
SS41 etait 0,5 nM. Pendant I'incubation dans le four, il est preferable de ne pas laisser les puits non utilises vides, 
mais de les remplir avec de I'eau de fag:on a obtenir des echanges thermiques homogenes. Les micropuits ont ete 
laves 5 fois a temperature ambiante avec du TBS-Tw (0,15 M NaGI. 10 mM tampon Tris HCI a pH 8, 1%. Tween 20). 
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1 00 de conjugue aikaline phosphatase-extravidine (Sigma) diluGs a 1 ^ig/ml dans du TBS-Tw contenant 1% de serum 
albumine bovine ont ete ajoutes par puits. Puis, la bande a ete incubee a temperature ambiante pendant 1 h . iavee 
5 fois avec du TBS-Tw et finalement 200 yi\ de diethanolamine 1 M a pH 9.3 contenant ImM de MgClg et 1 mM de 
para-nitrophenyl phosphate ont ete ajoutes. La reaction de Tenzyme a ete conduite pendant 30 minutes a 2 heures, 
^ L'absorbance a ete mesuree a 405 nm en utilisant un lecteur de microplaque (Dynatech). Le signal obtenu avec la 
solution standard du fragment d'ADN amplifie (600 fm/puits) de S. sen Typhimurium souche C53 a ete considere 
comme representant 100% et utilise comnne reference pour chaque test d'hybndation. Les valeurs des blancs corres- 
pondent a l'absorbance moyenne mesuree dans des puits recouverts par Toligonucieotide SS40 incube seulennent 
avec 0.5 nM de sonde oligonucleotidique S '.41 biotinylee. 

JO 

RESULTATS 

Optimisation de la methode 

^5 Les amorces et les sondes ont ete choisies dans la sequence lagA Differents couples d'amorces ont ete testes 

pour optimiser !a technique d'hybridation sandwich sur des microplaques CovaLink. Le couple d'amorces choisi (SS2 
et SS2S) a permis I'amplification specifique de la region de 93 pb de I'ADN genomique de Salmonella . En utilisant ce 
couple d'amorces, on a mis en evidence qu'une concentration standard de MgC\2 (1 .5-2 mM) a conduit a un resultat 
d'amplification relativement ininteressant et qu'une concentration de 4 mM en MgCIs etait necessaire pour obtenir une 

20 amplification efficace. Des oligonucleotides internes. SS40 et 8841. ont ete utilises dans un test d'hybndation non 
radtoactif a litre de sonde de capture et de sonde de detection respectivement. 

Specificite de la technique 

25 La specificite de la methode pour la detection des salmonelles a ete evaluee avec 228 souches de Salmonella 

(Tableau 1 ) et 16 souches de bacteries heterologues (Tableau 2), Les resulats sont resumes dans le tableau 3. Ed- 
wardsieila tarda . Klebsiella pneumoniae , des especes d'Enterobacter et d'Acinetobacter . Pasteurella , Vibrio han/eyi , 
Serratia marcescens et de fa9on plus importante des especes de Citrobacter et tous ies E. coll ont donne un signal 
d'hybridation inferieur a 20%. Sur la base de cette valeur. il a ete conclu que toutes les souches de Salmonella appar- 

30 tenant a la sous-espece \ pouvaient etre detectees par la presente methode. De plus, seulement une souche (souche 
3975-83) des 56 souches de la sous-especell et 3 souches des 11 souches de la sous-espece Ilia ont donne un signal 
positif. 

Salmonella bonqori et les souches appartenant aux sous-especes ll!b, IV et VI n'etaient pas detectables. 

35 

Niveau de detection de la technique avec les bacteries entieres 

Des dilutions au 1/10eme d'une suspension de la souche C53 de S. ser. Typhimunum (de 10^ a 10-2 cellules/ml) 
ont ete faites pour estimer le nombre minimum de bacteries qui pouvait etre detecte par la PGR suivi de la technique 
40 d'hybridation non radioactive. L'ADN a ete extrait de chaque suspension calibree, en utilisant la technique d'extraction 
rapide par ebullition. Les resultats obtenus montrent clairement que \a technique d'extraction rapide de I'ADN par la 
simple ebullition de !a suspension avant la reaction de PGR. est une technique efficace. En effet, elle permet la detection 
de seulement une unite cfu. 

45 Tableau 1 ; 



Sous-especes de Salmonella utilisees pour evaluer la specificite des essais d'hybridation de I'ADN. 


Microorganisme teste 


N'^ des isolats 


N° des serovas 


Salmonella enterica subsp entenca 1 


116 


43 


serovar Adelaide 




1 


Agona 




2 


Altona 




1 


Angoda 




1 


Bardo 




2 


Blockley 




1 


Bovismorbificans 




3 
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Tableau 1 (suite) 



Sous-especes de Salmonella utilisees pour evaluer la specificite des essais d'hybndation de I'ADN. 


Microorganisme teste 


des (solats 


N'' des serovas 


Braenderup 




4 


Brandenburg 




1 


Bredeney 




1 


Broughton 




2 


Cerro 




1 


Chester 




1 


Coein 




1 


Concord 




1 


Dakar 




1 


Derby 




2 


Enteridis 




28 


Georgia 




1 


Hadar 




1 


Heidelberg 




4 


Ibadan 




2 


Indiana 




1 


Infantis 




5 


Lexington 




1 


London 




1 


Mbandaka 




1 


Montevideo 




6 


Moscow 




1 


Ohio 




1 


Orion 




1 


Panama 




3 


Paratyphi B 




2 


Saintpau! 




1 


Typhimurium 




13 


Typhisuis 




1 


Vaertan 




1 


Veneziana 




1 


Vinohrady 




1 


Virchow 




10 


Wien 




1 


Woodinville 




1 


Yolo 




1 


Safmonelfa enterica subsp salamae II 


56 


56 


Salmonella enterica subsp arizonae Ilia 


11 


29 


Salmonella entenca subsp dianzonae lllb 


30 


5 


Salmonella entenca subsp houtenae IV 


5 


5 


Salmonella entenca Subsp indica VI 


5 


5 


Salmonella bongori 


5 


5 


(initialement S. enfenca subsp. bongorlM) 







55 
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Tableau 2 



Bactenes heterologues utilisees dans !e test d'hybridation de I'ADN 


Genre 


Especes 


N'onnbre d'isolats 


Eschonchid 


coll 


A 


EdwBrsiella 


tarda 




Citrobacter 


amalonaticus 






freundii 




Klebsiella 


pneumoniae 




Enterobacter 


agglomerans 






asburiae 






hormoechei 




Pasteurella 


muitocida 




Acinetobacter 


Iwoffii 






haemolyticus 




Vibrio 


han/eyi 




Serratia 


marcescens 





25 



30 



35 



40 



45 



SO 
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Hybridation quantitative avec I'ADN qenomique purifie 

La procedure d'hybridation non-radtoactive utitisee dans les tests rapportes ici peut etre facilement nnise en oeuvre 
dans des etudes quantitatives. Pour comparer les signaux d'hybridation obtenus avec differentes souches de Salmo- 

5 nella . I'ADN a ete extrait de 10 souches representant les 6 sous-especes de Sainnonella enterica et i'espece Salmonella 
bonqori . puis des quantites calibrees d'ADN ont ete soumises a des reactions de PGR suivies par une hybridation 
sandwich. Les resultats sont rapportes a la figure 2. II a ete dennontre que !e signal d'hybridation obtenu avec 10'' 
molecules d'ADN de Salmonella bonqori ou des sous-especes II. Ilia. Illb IV et VI de Salmonella enterica est plus 
faible que !e signal d'hybridation observe avec 10^ molecules d'ADN des souches de la sous-espece I. Cependant. tl 

^0 est important de noter que I'tsolat 3975-83 (sous-espece II) a donne le meme signal d'hybridation que les souches 
appartenant aux sous-especes f. 

DISCUSSION 

?5 L'amplificatson par PGR permet une detection tres sensible de seauences d'ADN specifique. La sensibtlite de 

I'amplification depend essentiellement du nombre de copies de I'ADN cibie de la purete de I'echantillon a analyser, 
de la methode d'extraction de I'ADN. et de la sensibilite de la methode utilisee pour detecter les produits de PGR. La 
visualisation des produits de PGR par une coloration au bromure d'ethidium dans un gel d'electrophorese. n'est pas 
compatible avec Tutilisation en routine de la technique et n'est pas suffisamment sensible La sensibilite peut etre 

20 amelioree par I'utilisation de la PGR double ou de sondes d'ADN avec une hybridation en Dot blot ou en Southern blot. 
Cependant la PGR double est tres sensible a la contamination par de I'ADN et les techniques d'hybridation Dot blot 
ou Southern blot ne sont pas appropriees pour I'automatisation, L'hybridation sur microplaque offre done une technique 
appropriee pour la detection et la quantification de fragments amplifies par PGR. L'attachement covalent simple des 
acides nucleiques a des micropuits represente une variante interessante a I'adsorption passive et une amelioration 

25 importante pour la detection de fragments amplifies par PGR sur des micropuits, 

1 1 est connu que les souches de Salmonella provoquant des infections chez I'homme appartiennent essentiellennent 
a la sous-espece I. En effet. plus de 95% des isolats cllniques chez I'humain appartiennent a cette sous-espece (Rowe. 
B,. 1987. Salmonella surveillance. Reports received from centers participating in the WHO programme. World Health 
Organization London). De plus, en 1991. le "Centre National d'Etudes Veterinaires et Alimentaires" de Pans (France) 

30 rapportait [Corblon. B, et al. 1991. Inventory of Salmonella] que dans les annees precedentes. la plupart des souches 
isolees chez I'animal dans la nourriture ou dans Tenvironnement en 1 988 et 1 989 (c'est a dire, 1 8832 souches) appar- 
tient a la sous-espece I (99.2%). 

Les resultats rapportes ici ont permis de definir une methode fondee sur I'amplification par PGR pour la detection 
de souches pathogenes de Salmonella . Un couple d'amorces, SS2 et SS28. et un couple de sondes, SS40 et SS41 

35 ont ete selectionnes a partir d'un gene necessaire a invasion des cellules HeLa par Salmonella ser. Typhi souche 
Ty2. En utilisant la combinaison entre la technique de PGR et l'hybridation sandwich non radioactive sur microplaque. 
toutes les Salmonella de la sous-espece i ont ete detectees. 

La limite de detection etait inferieure a un seuil represente par 10 cellules par tube de PGR. ce qui est conforme 
aux resultats obtenus par d'autres techniques de PGR similaires. Etant donne la parente des acides nucleiques entre 

40 les membres des enterobacteries. il etait important de controler la specificite de ces nouvelles amorces et sondes avec 
les genres d'enterobacteries les plus susceptibles de conduire a des reactions de type "faux-positif". Des resultats 
obtenus, on peut conclure qu'aucune reaction de faux-positif ne peut avoir lieu lorsque les conditions de la PGR et de 
l'hybridation decrites precedemment sont suivies. 

I! est interessant de noter que la souche Salmonella 3975-83 (sous-espece li) presentait un signal d'hybridation 

45 identique a celui obtenu avec les isolats appartenant a la sous-espece L Cette souche a ete isotee en 1983 a partir 
des selles d'un patient humain en Grande-Bretagne. Sur la base des caracteristiques biochimiques, cette nouvelle 
serovariete a ete classee dans la sous-espece II mais a ete consideree comme une souche atypique puisque sa 
presence dans la gelatinase n'a pas ete detectee (Le Minor L. et aL 1 984. Supplement No. XXVII. 1 983. to Kauffmann- 
White Scheme. Ann, Microbiol. (Institut Pasteur) 135 B. 45-51). A la lumiere des resultats rapportes icL la position 

50 taxonomique de la souche 3975-83 devrait etre re-examinee en utilisant la technique d'hybridation ADN-ADN. 

Les donnees presentees ici indiquent que la methode d'hybridation basee sur I'utilisation d'un gene necessaire a 
invasion des cellules HeLa par Salmonella ser. Typhi souche Ty2 peut distinguer les souches de la sous-espece 1 
des Salmonella des autres bacteries enteriques, y compris E, coli . L'hybridation non-radioactive sur une microplaque 
Govalink NH est sensible et appropriee pour I'anatyse d'un grand nombre d'^chantillons, 

55 
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EXEMPLE 3 : DETECTION DE L'ADN DE SALMONELLA AMPLIFIE PAR HYBRiDATION SANDWiCH 



SequencQ des oligonucleotides 



Les fragments d'ADN choisis sont les sutvants (voir position sur la sequence de la figure 1 ) 
Partie C'ternninale 



40 



45 



50 



55 



lagl: 
Iag2 ; 
Iag3 : 
Iag4 ; 
lags ; 
Iag6 : 



Slml: 5 
Slin2: 5 
Slin3: 5 
ACA C-3 
Sliu4: 5 



-TA TTA AGT ATG CAG GTT ATG - 3 • 

-AGA GAA TTT CTG GAA AGT GAA- 3 ' 

-ATA TCC ACG CAG GAA ATA ACA GGA CTT -3 ' 

-GAG CGT GCC TTA CCG ACG ATA- 3 ' 

-GCA GGG ATC ACT AAG CTG TG-3 ' 

-CGT GGG CAA CCA GCA CTA ACG- 3 * 

-CG GGT TAA AGG TTA TCA CCT-3 ' 

-AG CAT GGC GCA AAT GGG-3 • 

-GCA CCA GGA AAG CAT TAA GTT GAT AGA 

-CTT CGC TGG GAC ACA AAG CA-3 ' 



position 

1424-1443 

1585-1605 

1495-1521 

1564-1584 

1318-1337 

1637-1657 

709-728 
1014-1031 

732-762 
823-842 



Preferentiellement, le couple d'amorces !ag5 (sens) et Iag6 (antisens) dirtge rampiification d'un fragment de 340bp. 
le couple Siml (sens) et Slm2 (antisens) dirige rampiification d'un fragment de 323bp (figure 3). 

La figure 4 montre refficacite de rampiification du coupie d'amorces (agS et Iag6 sur 2 representants de chacun 
des groupes de Salmonelles. 

Precede de detection . 

Un format de detection par hybridation sandwich a ete utilise. 

Deux oligonucleotides s'hybrident simultanement au fragment amplifie denature. L'un d'eux appefe sonde de cap- 
ture est fixe de fagon passive (mais peut aussi etre fixe de fagon covalente) a la surface d'un puits de plaque de 
microtitration 96 puits. L'autre appele sonde de revelation est marque par un element facile a mettre en evidence. La 
sonde de revelation est fibre dans le tampon d'hybridation. 

Les sondes de capture et de revelation sont compiementaires de 2 regions differentes situees a I'interieur du 
fragment ampiifie. 

La sonde de detection dans le cas ici decrit. est liee a un marqueur enzymatique notamment une peroxydase et 
va servir de sonde de revelation. C'est !e cas preferentiellement des oligonucieoties !ag3 et Slm3. D'autres oligonu- 
cleotides peuvent etre fixes a un support solide de type microplaque. un support particulaire ou membranaire et servn 
de sonde de capture, ceci particulierement pour les oligonucleotides Iag4 et S!m4 

Conditions experimentales: 

1) Preparation de I'ADN des Salmonelles 

Par la methode d'ebullition en presence de Chelex (Chelex 6%. SDS 0,1%. NP40 1%, Tween 20 1%), on obtient 
les sequences d'ADN. Ce reactif est commercialise par Btorad et utilise selon le protocole du fabricant (ref. Walsh et 
al. 1991. Bio Techniques 10: 506-513), 

2) Amplification 

Selon la methode initialement decrite par Saiki et telle qu'exposee par exemple dans le brevet europeen EP 
0201184, 

La PGR est reallsee en utilisant le melange reactionnel suivant : 
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50 mM KCI 

lOmM Tris-HCI pH S 3 
1 5mM MgCl2 

125 mM desoxyribonucieotides {dCTP, dATP. dGTP) 
5 250 d'UTP 

25 pmoies de chacune des amorces 
10ng ADN 

1 unite d'Uracyl N Glycosylase 
1 unite de Taq polymerase. 

10 

Le melange reactionnel a ete realise en utilisant 10^1 de la solution contenant I'ADN a amplifier sous un volume 
de 100ul. Le dUTP et I'UNG sont utilises en systeme de decontamination (Brevet Life Technologies European Patent 
Application 0 401 037). Le thermocycler utilise est le 9600 de Perkin Etmer 

Apres une incubation a 50°C pendant 2 mm pour permettre Taction de t'UNG et une denaturation a 95^C pendant 
^5 5min. las cycles de temperature utilises sont les suivants . 

- 5 cycles (95^C 1 5 sec, 50°C 1 5 sec. 72"C 1 5 sec) 
35 cycles (95^C 15 sec. 57°C 15 sec. 72^C 15 sec) 

20 3) Visualisation de la reaction d'ampiification 

3-1 ) Marquage de la sonde de revelation 

Les sondes sont marquees a la peroxydase de raifort (ref. PGR protocols : a guide to methodes and application: 
25 Academic press (1990). 15. p451 3-4534) et I'activite de I'enzyme est revelee en colorimetrte. 

3-2) Gel d'agarose colore au BET et hybridation sur membrane 

Apres amplification. 10^l du produit d'ampiification sont deposes sur gel d'agarose et I'ADN est transfere sur mem- 
30 brane selon les techniques classiques (Maniatis). La membrane est prehybridee. 30 mm a 68''C en tampon d'hybri- 
datton (10X Denhart, 6X SSC. 0.1%SDS) puis hybridee a 42^0 pendant 3h avec 60 ng de sonde par ml de tampon 
d'hybridation. 

Un lavage est ensuite effectue selon les etapes suivantes ; 

35 - 2 fois 10 min en 2 X SSC ~0.1%SDS a temperature ambiante. 

1 fois 30 min en 0,1 X SSC - 0.1% SDS a 42^C. 

2 fois 10 min en 2 X SSC a temperature ambiante. 

Revelation : La membrane est epongee entre deux feutites de papier absorbant (papier Whatman 3MM) et posee 
-^0 dans un bac propre et sec. 

Le reactit de detection Amersham (reactif de detection ECL RPN 2105) est prepare extemporanement volume a 
volume : 30 ml de volume total pour une membrane 5x8 cm. tJne cassette pour autoradiographie est obtenue en 
fixant une feuille de papier absorbant (papier Whatman 3MM) au fond. Toutes ces etapes peuvent se faire a la lumiere. 
Ensuite en chambre noire. 

45 On baigne la membrane dans le reactif de detection pendant 1 min, cote ADN vers le haut. on egoutte rapidement 

la membrane., on la place dans la cassette., cote ADN vers le haut, on pose dessus une feuille en plastique transparent 
(s'iDon \a membrane se col\e sur le film) et on met un film radiographique par dessus (film X-OMAT KODAK). 

L'exposition est realisee pendant 30 min a temperature ambiante puis le film est developpe par les techniques de 
revelation classique (revelateur, eau, fixateur), 

50 

3-3) microplaque 

3-3-1) Coating de i'oligonucleotide de capture 

55 II peut se faire par adsorption (Cook et al. NAR, 16: 4077-4095 (1988) ou couplage covalent (Rasmussen, S R. 

et al. 1991. Analytical Biochemistry 198, 138-142). 
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3-3-2)Hybndation en microplaque et lecture 

10 Lil du produit d'amplification ont etc denatures par addition volume a volume d'une solution 200mM NaOH. 
40mM EDTA. 

5 Las microplaques dont la surface des pu!ts est revetue de la sonde de capture ont ete prehybridees dans un 

tampon d'hybndation contenant lOXDenhart. 6XSSC. 0.1 °b SDS. 

Puis la microplaque a ete videe et chacune des cupules a recu 200i.il de tampon d'hybridation renfermant le frag- 
ment amplifie denature et la sonde de revelation a ia concentration de I0ng/fi!. L'incubation a eu lieu pendant une 
heure a 37°C et sous agitation. 
w Apres lavage (solution de lavage 10X :100mM Iris, 3M NaCl. 1°o Tween 20, pH 7.4). I'activite de ia peroxydase 

liee a la sonde a ete detectee en colorimetrie en presence d'un substrat colore. 

Pour ce faire. 200j,il d'une solution 40mM citrate trisodique. O OS'^o H^O 30% 7 5mg/mf d'orthophenylenediamine 
(OPD) ont ete distnbues dans chacun des puits. La microplaque a ete incubee 30nnin a I'obscurlte et a 37°C, 50\.i\/ 
puits d'une solution 4N H2SO4 ont ete ajoutes pour bloquer la reaction 
^5 La densite optique a ete determinee a une longueur d'onde de 492nm (reference a 620nm). 

4) Sequencage des produits PGR et aiignement manuel des sequences 

Selon les techniques classiques en utilisant par exemple un automate "373 DNA sequencer" d'Applied Biosystem 
20 et le kit "dye terminator" d'Appiied. 

Resultats 

Le modele exemplifie est preferentieiiement le systeme d'oligonucleotides suivant : 

26 

lags amorce sens-lag6 amorce antisens 

Iag3 sonde de revelation et Iag4 sonde de capture. 

{il est a noter que Iag4 peut tout aussi bien etre marquee et etre utilisee en sonde de revelation). 

30 

Etude de Specificite 

Elle a porte sur I'ensemble des souches bacterlennes listees dans les Tableaux 4 et 5. 

L'amplification de I'ADN extrait des 45 souches de Salmonelles testees a genere un fragment de la taifle attendue 
35 (of. Fig. 5). Les Southern blots de I'ensemble des produits amplifies ont ete hybrides avec la sonde oligonucleotidique 
interne lag 3 marquee a la peroxydase. Aucune des souches non salmonelles n'a donne lieu a une hybridation avec 
une sonde peroxydase realisee sur membrane selon le protocole decrit plus haut, 

Les memes produits d'amplification ont ete testes en format microplaque. 

Le cut-off a ete arbitrairement fixe a 0.050. Tous les representants de chacun des groupes de Salmonelles donnent 
-^0 une valeur de densite optique superieure a 0.050 (tableau 6). 

Sensibilite 

Pour determiner le nombre minimal de molecules d'ADN chromosomique de salmonelles pouvant etre detecte. 
une gamme de dilution d'ADN chromosomique purifle a ete amplifiee. 5 molecules sont visibles sur I'autoradiographie 
du southern blot et detectees en hybridation microplaque : la valeur obtenue en colorimetrie est superieure au Cut-Off 
(Figure 6). 

Les oligonucleotides selectionnes pour la realisation de cet exemple ont ete localises sur la sequence du gene 
lagA (figure 7). 

50 
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SOUCHES DE SALMONELLES ETUDIEES 




Souches 


Serotype 


Groupe 


1 


Salmonella Marseille 




I 


2 


Salmonella Nyanza 




1 
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TABLEAU 4 (suite) 



SOUCHES DE SALMONELLES ETUDIEES 


N° 


Souch©s 


Ssrotyp© 


Groupe 


3 


S3lnionQl!3 Poons 




1 


4 


SBlmonGils KBfVpBis 




1 


5 


Sa{monel!a Taksony 




1 


Q 


SsimonQifB T&shie 





1 


7 


Sa!monQ{l3 Indiand 




i 


Q 


SalmonsHa ententidis 






9 


Salnionolia Kontucky 




1 


10 


S3lrnonQl!3 Napoii 




! 


11 




841 1 1 :a;d:en 215 


H 


12 




1703 K 41 . 2.15 


II 


13 




950 - 71 43 : d : z 39 


II 


14 




1 0-65 44 : 24. 223 


|j 


15 




3209-81 45: z 23 


II 


16 




5331/86 62: z 29 : - 


ilia 


17 




3064-4 / 252 41 : k : - 


Ilia 


18 




594-54 38: z 54: - 


Ilia 


1 9 




1694 cdai 426 63: z 4, z32: - 


ilia 


20 




So 50 / 16 62: z 5 1 : - 


Ilia 


21 




5251 "85 58: r ■ z 53 


lllb 


22 




1785-76 6 14 ■ 7 10 enx 215 


lllb 


23 




453-68 16 ■ liv z53 


lllb 


24 




4305-57 16 lifv^ 7 35 


lllb 


25 




1 698-75 11 ■ liv ' 7 


[lib 


26 




8275-94 47 : r : enx 215 


lllb 


27 




8283-94 53 : z 1 0 : z 


lllb 


28 




cdc 456-5 / 93 40 : i : 1 . 5. 7 


lllb 


29 




8284-94 60: 1 : z 


[lib 


30 






[[lb 


31 




1707 48 : f : z 51 : - 


IV 


32 




7231 / 89 45 : z 36. z 38 


IV 


33 




6887/60 48 : z 51 : - 


IV 


34 




1357/73 43: z4, z 24 : - 


IV 


35 




1550 K 16 :z 4, z 23 : - 


IV 


36 


Salmonella Bongor 


261 -66 48 : z35 : - 


V 


37 


Salmonella Camdeni 


2022 - 77 44 : r : - 


V 


38 




4985-85 48:z39; - 


V 


39 




7688 -9166:2 39:- 


V 
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TABLEAU 4 (suite) 



SOUCHES DE SALMONELLES ETUDIEES 




Souches 


Serotype 


Groupe 


40 




1387 - 7340 : a : - 


V 


41 




1941 - 77 6 7 : z 41 : 1.7 


V! 


42 




1449 K45 : a enx 


Vi 


43 




4355 - 84 1 6 14.25 : a :e.n.x 


VI 


44 




1711 K 11 : b : enx 


VI 


45 




168S K 1.6 14.25 . 2 10 : 1 12,7 


VI 



/5 

TABLEAU 5 



SOUCHES NON SALMONELLES 


N° 


Nom 


Identification 


1 


KiBbsteUa oxytoca 


0059 SDP 


2 


Klebsiella pneumoniae 


0054 SDP 


3 


Acinetobacter baumanii 


0033 SDP 


4 


Proteus mirabilis 


RP402 


5 


Serratia marcescens 


0042 SDP 


6 


Enterobacter agglomerans 


0067 SDP 


7 


Citrobacter divers us 


0068 SDP 


8 


Pseudomonas aeruginosa 


0011 SDP 


9 


Enterobacter aerogenes 


0066 SDP 


10 


Escherichia coli 


0131 SDP 


11 


Enterocoque faecaiis 


76117 


12 


Proteus mirabilis 


AP03 


13 


Enterocoque faecaiis 


76117 


14 


Enterobacter cloacae 


0060 SDP 


15 


Mycobacterium avium 


6 


16 


Mycobacterium tuberculosis 


H 37 RV 


17 


Listeria monocytogenes 


1/2 LG3 



45 



TABLEAU 6 



DETECTION SUR MICROPLAQUE 


ECHANTILLONS 


DO a 420 nm 


2 Nyanza gpe 1 


3.029 


3 Poona gpe I 


3 103 


11 gpe II 


3,155 


12 gpe 11 


0.751 


18 gpe III a 


3.139 


20 gpe 111 a 


3.068 
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TABLEAU 6 fsuito) 



DETECTION SUR MICROPLAQUE 


FCH ANTIL LOWS 


DO h 420 nm 


^1 y p t! 1 1 1 u 


3 1 61 


ID nnp III h 


3.201 


qi nnp IV 

O 1 L/ w 1 V 


0,272 


y jj u IV 


0.527 


OA rtriA \/ 
OU y[Jt? V 


1 .868 


AO nnp V 

M-W yLJC V 


3 347 


nnp \/! 
H-ij y [Jo V i 


0.900 




0 022 




0 01 7 


Acinetobacter baumamt 


0.024 


Proteus mirabilis 


0,019 


Serratia marcescens 


0,019 


Enterobacter aggfomerans 


0.023 


Mycobacterium avium n^6 


0 025 


Mycrobacterium tuberculosis H 37 RV 


0.020 


Listeria monocytogenes 1/2 LG3 


0.015 


Temoin eau 


0.018 


Temoin eau 


0.022 



Revendications 

3S 1. Sequence de nucleotides participant a ['invasion de cellules HeLa en culture par des bacteries de I'espece Sal- 
monella enterica sous-espece enterica serovanete Typhi, (denommee 8, Typhi), caracterisee en ce qu'il s'agit de 
la sequence iagA connprise entre les nucleotides 97 et 1755 de ia sequence representee a la figure 1 ou iagB 
comprise entre les nucleotides 1 776 et 2255 de la sequence representee a !a figure 1 . 

40 2. Oligonucleotide issu d'une sequence selon la revendication 1 . caracterise en ce qu'il repond a I'une des sequences 
suivantes : 



45 
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15 



20 



25 



30 



35 



TA TTA AGT ATG CAG GTT ATG - 3 ' 
AGA GAA TTT CTG GAA AGT GAA- 3 • 
ATA TCC ACG CAG GAA ATA ACA GGA CTT -3 ' 
GAG CGT GCC TTA CCG ACG ATA-3 ' 
GCA GGG ATC ACT AAG CTG TG-S • 
CGT GGG CAA CCA GCA CTA ACG-3 ' 
CG GGT TAA AGG TTA TCA CCT-3 ' 
AG CAT GGC GCA AAT GGG-3 » 

GCA CCA GGA AAG CAT TAA GTT GAT AGA ACA C-3 • 
CTT CGC TGG GAC ACA AAG CA-3 • 
TAA TGC TTT CCT GGT GC-3 » . 
5 » -T ACG GCA TGG GCT GAT TGC T-3 ' 
5*-T TAC GCT ATC GCC CAG CAG CAG GA-3 ' 
5'-T GGT CAT AAC CGA GAT GGT TCA ACC GAT C-3' 
5' -A CAG TTG TTA CAG GAT CCC T-3 « 



3. Oligonucieotide caracterise en ce qu'il est tssu de ia sequen :e de nucieotides lagA salon la revendication 1 et en 
ce qu'il est selectionne parmi les sequences utilisables comnne amorces pour la detection specifique de Salmonella 
enterica du groupe i ou pour la detection d'une sequence de nucleotides atnsi amplifiee. 

4. Oligonucleotide salon la revendication 3. caractense en ce qu'il repond a la sequence suivante : SS28; 5'-TAA 
TGC TTT CCT GGT GC-3'. 

5. Couple d'oligonucleotides selon la revendication 2. caracterise en ce qu'il s'agit de I'un des couples suivants : 

lags (sens): 5' -GCA GGG ATC ACT AAG CTG TG-3 • et 

lage (antisens) : 5 '-CGT GGG CAA CCA GCA CTA ACG-3 « , ou 



lagl 


: 5 


Iag2 


: 5 


Iag3 


: 5 


Iag4^ 


: 5 


lags. 


: S 


Iag6 : 


: 5 


Slml: 


: 5 


Slin2 : 


' 5 


Slm3 : 


: 5 


Slm4: 


' 5 


SS28: 


5 


lag? : 




lags ; 




Iag9: 




laglO : 



Slml (sens): 5 ' -CG GGT TAA AGG TTA TCA CCT-3'et 
Slin2 (antisens): 5 • -AG CAT GGC GCA AAT GGG-3 • • 

Sequence de nucleotides capable de s'hybrider avec Salmonella enterica et/ou Salmonella bonqori . caracterisee 
en ce qu'elle repond a I'une des sequences suivantes et en ce qu'efle est marquee ; 

Iag3: 5 ' -ATA TCC ACG CAG GAA ATA ACA GGA CTT -3' OU 

Iag4: 5 • -GAG CGT GCC TTA CCG ACG ATA-3 * ou 

SlTn3: 5 '-GCA CCA GGA AAG CAT TAA GTT GAT AGA ACA C-3 « ou 

Slxn4: 5 '-CTT CGC TGG GAC ACA AAG CA-3*. 



7. Sequence de nucleotides selon la revendication 6 (ou sonde), caracterisee en ce que la sonde lagS ou la sonde 
Slm3 est une sonde de revelation de la presence d'une sequence de nucleotides amplifiee et en ce que la sonde 

55 lag4 ou la sonde Slm4 est une sonde de capture d'une sequence de nucleotides amplifiee. 

8. Utilisation des oligonucleotides selon la revendication 2, comme amorces pour I'amptification d'une sequence 
d'ADN ou d'ADNc de Salmonella enterica et/ou ce Salmonella bongori comprise dans une sequence de nucleotides 
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seion la revendication 1 ou complemenlaire d'une telie sequence, ou comme sonde pour la detection d'une se- 
quence de nucleotides annplifiee 

9. Utilisation des couples d'oHgonucleotides selon la revendication 5 connme amorces pour I'annplification de se- 
quences de nucleotides d'une bacterie de I'espece S. enterica et/ou S. bonqori . groupe i, II. III. IV V ou VI. 

10. Ensemble d'oHgonucleotides utilisables pour la detection de bactenes S. enterica et/ou S. bonqori apres amplifi- 
cation de I'ADN genomique ou complementaire de S. enterica et/ou de S. bonqori . caracterise en ce qu'il 
comprend . 

un couple d'oHgonucleotides selon Tune quelconque des revendications 4 ou 5. capables d'hybrider dans des 
conditions stringentes avec I'ADN genomique ou I'ADNc de S enterica et/ou de S. bongon . 
une sonde selon la revendication 6 

11. Ensemble d'oHgonucleotides utilisables pour ia detection in vitro dans un echantillon biologique, de souches de 
Salmonella enterica et/ou de Saimonella bongon appartenant a I'un des groupes I. l\. \U. W, V ou VI. caracterise 
en ce qu'il contient les oligonucleotides suivants 

- la sequence lagS {5'-GCA GGG ATC ACT AAG CTG TG-3' et Iag6 (5'-CGT GGG CAA CCA GCA CTA ACG- 
20 3') utilisables en tant qu'amorces pour I'amplification et 

ia sequence Iag3 {5'-ATA TCC ACG CAG GAA ATA ACA CGA CTT -3') utilisable comme sonde de revelation 
et la sequence Iag4 (5'-GAG CGT GCC TTA CCG ACG ATA-3') utilisable comme sonde de capture. 

12. Ensemble d'oHgonucleotides utilisables pour la detection specifique in vitro dans un echantillon biologique. de S_ 
25 enterica du groupe I. caracterise en ce qu'il comprend les oligonucleotides suivants : 

SS2 (5'-CCGGGCAGATGATACCC-3 • et 
SS2B ( ' -TAATGCTTTCCTGGTGC-3 ' ) . 

30 

13. Proteine lagA, caracterisee en ce qu'elle est codee par la sequence de nucleotides iagA selon la revendication 1 . 

14. Proteine IagA selon la revendication 1 3. caracterisee en ce qu'elle repond a I'enchainement d'acides amines com- 
pris entre les acides amines 1 et 553 de la sequence de la figure 1 . 

35 

15. Proteine lagB. caracterisee en ce qu'elle est codee par la sequence de nucleotides iagB selon la revendication 1 . 

1 6. Proteine IagB seion la revendication 1 5. caracterisee en ce qu'elle repond a I'enchainement d'acides amines com- 
pris entre les acides amines 554 et 713 de la sequence representee a la figure 1 , 

40 

17. Procede pour la detection in vitro dans un echantillon biologique. de sequences de nucleotides Safmonetia enterica . 
prealabfement amplifiees, par exempte par PGR et denaturees. caracterise en ce qu'il comprend ies etapes de ; 

denaturation de la sequence de S. enterica amplifiee. 

•^5 - mise en contact des sequences de nucleotides amplifiees denaturees de S. enterica , avec une sonde de 

capture et une sonde de revelation obtenues a partir des oligonucleotides selon Tune quelconque des reven- 
dications 2. 6 ou 7 dans des condilions permettant rhybr/dation desdites sondes de capture et de revelation 
avec la susdite sequence de nucleotides amplifiee de S. enterica ^ la sonde de capture etant fixee a la surface 
d'un puits d'une plaque de microtitration et la sonde de revelation etant marquee et libre dans le tampon 

50 d'hybridation ; 

incubation du melange reactionneL pendant un temps suffisant pour permettre la reaction d'hybridation ; 
lavage pour eliminer ies oligonucleotides n'ayant pas reagi ; 

revelation des sondes de revelation ayant hybride aux sequences de nucleotides amplifiees. 

S5 18. Precede de detection selon la revendication 17., caracterise en ce que la sonde de capture est t'otigonucleotide 
Iag4 et la sonde de revelation est I'oligonucleotide Iag3 et en ce que la detection est realisee conformement aux 
etapes suivantes : 
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denaturation d'un volume 1 0 ul de la sequence amplifiee sont denatures par addition volume a volume d'une 
solution 200 mM NaOH. 40mM EDTA, 

prehybndation des microplaques dont la surface des puits est revetue de fa sonde de capture, dans un tampon 
d'hybridation appropne, 

liberation de la microplaque et rempiissage de chacune des cuputes avec 200f,il de tampon d'hybridation 
renfermant !e fragment amplifie denature et la sonde de revelation marquee a la peroxydase a la concentration 
de lOng/j,tl. 

incubation du melange pendant une heure a 37°C sous agitation, 

lavage du melange ayant reagi avec une solution de lavage 1 0X { 1 0OmM Trie, 3M NaCI, 1 % Tween 20. pH 7.4). 
detection de I'activite de la peroxydase liee a la sonde par coiorimetne en presence d'un substrat colore. 

Procede de detection selon ia revendication 18. caracterise en ce aue i'activite de !a peroxydase est detectee par 
mise en oeuvre des etapes suivantes : 

depot de 200).i( d'une solution 40mlVl citrate trisodique. 0.03''b H^O 30%. 7.5mg/ml d'orthophenylenediamine 
(OPD) dans chacun des puits contenant ie melange de reaction, 
incubation de la microplaque pendant 30min a I'obscurite et a 37'C 
bloquage de la reaction par addition de 50pl/puits d*une solution 4N H2SO4, 
determination de ia densite optique a une longueur d'onde de 492nm (reference a 620nm). 



22 



EP 0 721 989 A1 



1 

CTA CTA GCA GCA GAA TTA CTG AAA CAG TAG 

61 

ATA ACT TTT CAC CCT GTA AGA GAA TAC ACT 
121 

GTA TCG AAT AAA AAA TTC GTC TTT GAT CAT 
vAi ser Asn lys lys ph« vai phe 4sp asp 
181 

CGC TCA GAA AAG AAA GTC AAT ATT CCG CCA 
arg ser glu lys lys val asn lie pro pro 
241 

GAA GCC GCC GGC AAG ATT GTG ACT AAA AAC 
giu aia ala qly lys ile vai ser lys asn 
301 

GAA GTT AAC GAA GAA TCT CTT ACC CGC TGT 
gXu vai asn qiu glu ser ieu thr arq cys 

361 

GAT AAA GAG CAT CGT TAC ATT GAA ACA CTG 
asp lys glu his arg tyr ile giu thr ieu 
421 

GTC GTA GTG GTG TCT CCG CCA GCG CCG CAA 
vai vai vai vai ser pro pro aia pro gin 
481 

TTT CAG ATG CAG CAT CAG GTT CAA TCC GAG 
phe gin met gin asp gin vai gin ser giu 
541 

TCG CAG TAT GCG CCC TTT CGC CTG ACC GTG 
ser gin tyr aia pro ph« gly l«u ser vai 
601 

ACT GTT AAG GAT ATT CTT GAG CTC ATG GAT 
s«r vai lys asp lie leu glu leu met asp 
661 

CAG ATG ATA CCC GAT GOT AAT GAT AAT ATT 
gin met lie pro asp gly asn asp asn lie 

721 

TAT CAC CTG CTG CAC CAG GAA AGC ATT AAG 
tyr his leu leu his gin glu ser ile lys 

TBI 

CAA AAC AAA ATT GCG AAT CTT TTG CTC AGA 
girt asn lys lie aia asn leu leu ieu arg 
841 

CAA ATT AGC GAG CTA AAT TCC ATT GAC ACT 
gin ile ser glu ieu asn ser iie asp ser 
901 

TTK AAT CAA TAC ACC CCC TAT AGC TTA CAG 
leu asn gin tyr thr pro tyr ser leu gin 

961 

AAT ATG TCG CCA AAC AGC ATT GCG CCT TAC 
dsn met, ser pro asn ser iie aia pro tyr 

1021 

GCG CAA ATG GGG ATT TTT GAT AAA CAA AAC 
aia qln met gly ile phe asp lys gin asn 
1081 

AAG GCG ACA GAG CTG GAC CAC AAT AAT CCA 
lys aia thr giu ieu asp his asn asn pro 



31 

ATT CTA TCC TAA CGA CTT GTA TTA GCT ATT 

ATT ATC ATG CCA CAT TTT AAT CCT GTT CCT 
met pro his phe asn pro vai pro 

ISI 

TTC ATA CTC AAC ATG GAC GCC TCC CTC GTA 
phe ile ieu a^n met asp gly ser leu vai 
211 

AAA GAA TAT GCC GTT CTG GTC ATC CTG CTC 
lys glu tyr aia vai leu vai ile leu leu 
271 

ACC TTA TTG GAC CAA GTA TGG GCC CAC GCG 
thr ieu ieu asp gin vai trp gly asp aia 

331 

ATC TAT GCC TTA CGA CGT ATT CTG TCG GAA 
iie tyr aia leu arg arg ile ieu ser giu 
391 

TAC GGA CAG GGT TAT CGG TTT AAT CGT CCG 
tyr gly gin gly tyr arg phe asn arg pro 
451 

CCT ACG ACT CAT ACA TTG GCG ATA CTT CCT 
pro thr thr his thr leu aia ile leu pro 
511 

AGT CTG CAT TAC TCT ATC GTG AAG GCA TTA 
ser ieu his tyr ser iie vai lys gly ieu 
571 

CTG CCG CTC ACC ATT ACG AAG AAC TCC CGC 
leu pro vai thr ile thr lys asn cys arg 
631 

CAA TTA CGC CCC GAT TAT TAT ATC TCC GCC 
gin ieu arg pro asp tyr tyr ile ser gly 
691 

GTA CAG ATC GAG ATA CTT CCG GTT AAA CGT 
vai gin lie glu lie vai arg vai lys gly 

751 

TTG ATA GAA CAC CAA CCC CCT TCT CTC TTG 
leu ile glu his gin pro aia ser leu leu 

en 

TGT ATT CCC GGA CTT CGC TGG GAC ACA AAG 

cys ile pro giy ieu arg trp asp thr lys 
871 

ACC ATG GTC TAC TTA CGC CCT AAC CAT CAC 

thr met vai tyr ieu arg gly iys his glu 
931 

CAA GCC CTT AAA TTG CTG ACT CAA TCC GTT 

gin aia leu lys ieu ieu thr gin cys vai 

991 

TGT GCG CTG GCA GAA TGC TAC CTC ACC ATG 

cys aia leu aia glu cys tyr leu ser tnet 
1051 

GCA ATG ATC AAA GCT AAA GAA CAT GCG ATT 

aia met ile iys aia lys glu his aia ile 

nil 

CAA CCT TTA GGA TTA CTG GGG CTA ATT AAT 
gin aia ieu giy leu leu giy leu ile asn 



figure 1 (1) 
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1141 1171 

ACG ATT CAC TCA GAA TAC ATC GTC CGG AGT TTG CTA TTC AAA CAA OCT AAC TTA CTT TCG 
thr ile his ser glu tyc ile vai qly sec leu Leu phe lys glr 4J.a asn ieu I«u ser 



1201 1231 

CCC ATT TCT GCA GAT ATT AAA TAT TAT TAT GGC TGG AAT CTT TTC AtG GCT GGT GAG TTG 
pro ile ier dla asp iie iys cyr tyr tyr giy trp asn leu phe met aIa giy gin ieu 
1261/421 1291 

CAC GAG CCC TTA CAA ACG ATT AAC GAG TCT TTA AAA TTG GAG CCA ACG CGC GCA GCC GCA 
glu glu aia leu gin thr ile asn glu cys leu lys ieu asp pro thr arq ala aia ala 

1321/441 1351 

GGG ATC ACT AAG CTG TGG ATT ACC TAT TAT CAT ACC GGT ATT GAT GAT GCT ATA CGT TTA 
<?ly iie thr lys ieu trp lie thr tyr tyr his the giy ii« aip *sp ala lie arg leu 
1381/461 1411 

GGC GAT GAA TTA CCC TCA CAA CAC CTG CAG GAT AAT CCA ATA TTA TTA ACT ATG CAC GTT 
giy asp glu leu arg sec gin his leu gin asp asn pro :.ie leu leu ser met ^In vai 
1441/461 1471 

ATG TTT CTT TCG CTT AAA GGT AAA CAT GAA CTG GCA CGA AAA TTA ACT AAA GAA ATA TCC 

met phe leu ser ieu lys giy lys nis glu leu aia arg iys leu thr iys glu ile ser 
1501 1531 

ACG CAG GAA ATA ACA GGA CTT ATT GCT GTT AAT CTT CTT TAC GCT GAA TAT TGT CAG AAT 
thr gin glu ile thr giy ieu ile aia vai asn leu ieu tyr aia glu tyr cys gin asn 
1561 1591 

ACT GAG CGT GCC TTA CCG ACG ATA AGA GAA TTT CTG GAA AGT GAA CAG CGT ATA GAT AAT 
ser glu arg aia ieu pro thr ile arg glu phe leu glu ser glu gin arg iie asp asn 
1621 1651 

AAT CCG GGA TTA TTA CCG TTA GTG CTG GTT GCC CAC CGC GAA GCT ATT GCC GAG AAA ATC 
asn pro giy ieu ieu pro ieu vai ieu vai aia his giy giu aia ile aia glu iys met 
1661 1711 

TGG AAT AAA TTT AAA AAC GAA GAC AAT ATT TGG TTC AAA ACA TCG AAA CAG GAT CCC CCC 
trp asn iys phe lys asn glu asp asn lie crp phe lys arg rrp lys gin asp pro arg 
1741 1771 iayJB 

TTG ATT AAA TTA CGG TAA AAT CTG AGA GfiiLJl&G AT ATG CAT TAT TTT TTT ATC ATC GTA 
ieu ile iys ieu arg met his tyr phe phe iie lie vai 

leoo 553 1830 554 

ATC TGG TTG CTT AGC ATA AAT ACG GCA TGG GCT GAT TGC TGG CTT CAG GCT GAA AAA ATG 

ile trp ieu leu ser ile asn thr aia trp aia asp cys trp leu qln aia gi« iys met 
1860 1890 

TTC AAT ATT GAA TCC GAA CTA CTT TAC GCT ATC GCC CAG CAG GAA TCG GCG ATG AAA CCT 

phe asn iie glu ser giu ieu ieu tyr aia ile aia gin gin glu ser aia met iys pro 
1920 1950 

GGC GCC ATT GGT CAT AAC CGA GAT GGT TCA ACC GAT CTT GCC CTG ATG CAA ATT AAC AGC 

giy aia iie giy his asn arg asp giy ser thr asp ieu giy leu met gin ile asn ser 
1980 2010 

TTC CAT ATG AAA AGG CTG AAA AAA ATG GGG ATT AGT GAA AAA CAG TTG TTA CAC GAT CCC 

phe his met iys arg ieu lys lys met giy ile sec glu lys gin leu ieu gin asp pro 
2O40 2070 

TGC ATT TCT GTC ATT GTG GGC GCA TCC ATT TTA TCA GAT ATG ATG AAA ATC TAC GGT TTT 

cys lie ser vai iie vai giy aia ser iie ieu ser asp met met iys ile tyr giy phe 
2100 2130 

AGC TGG GAG GCC GTT GGC GCT TAT AAT GCC GGG ACG TCG CCG AAA CGA TCG GAT ATA AGG 

ser trp glu aia vai giy aia tyr asn aia giy thr ser pro iys arg ser asp ile arg 
2160 2190 

AAA CGT TAT GCT AAA AAA ATT TGG GAG AAT TAC AGA AAA TTA AAA GAG ATG TCA CCA CAA 

lys arg tyr aia lys lys iie trp glu asn tyr arg iys ieu iys glu met ser aia giu 
2220 2250 

GAG AAA AAC AAA AGA CTT TCT ATC GCG G7A AAC AAA TAA TTA TAC AGG AAT AGC TTA CTT 

giu iys asn iys arg ieu ser ile aia vai asn iys 

713 

figure 1 (2) 
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2280 2310 

TCA GAT AAT TCT AAA ACT AAG CTA TGT TTT TAT CAG CTT CCC CTC GTC ATA ACC AAC TGC 

2340 2370 

GCT TGC ATT GCT TTT ACT TGT ACA AAC TGT GAG GCG TCT TCC AGC ATT CTA TTG TTC CGT 

2400 
GAA TTC 
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ALIGNEMENT SEQUENCES DES FRAGMENTS AMPtrFIES 
(nucleotides IMS k 1644) 
des 6 CROUPES DE SALMONEULES 



1345 

seq TAT TAT CAT ACC GOT ATT GAT GAT GCT ATA CGT TTA GGC GAT GAA TTA CGC TCA CAA CAC 



GI 

G2 

G3a 

G3b 

G4 

G5 

G6 



scq 

Gl 

G2 

G3a 

G3b 

G4 

G5 

G6 



« ^ — T 


C A 


C 


— G 





-C A 


T 


T 




--C-C A 




T 


- G— T- 






T^T 


— C A 


-C-C 


^T"A — 


T 




-C G- ~-A 


T 












CTG CAG GAT AAT CCA ATA TTA TTA AGT ATG CAG GTT ATG TTT CTT TCC CTT AAA GGT AAA 
T 


^ — C T ^ 


_ c 


T. 


A 


c 






T A 


T A 






T 









seq CAT GAA CTG GCA CGA AAA TTA ACT AAA GAA ATA TCC ACC CAG GAA ATA ACA GGA CTT ATT 

GI 
G2 
G3a 
G3b 
G4 



G 


T 


G — C 




G 

G 




0 




A T 


G 








A T 


0 


G-T 


G 




A C G 


G 



G5 G-CT G T-A T G- 

G^ GA T G- 



soq GCT GTT AAT CTT CTT TAG GCT GAA TAT TGT CAG AAT AGT GAG CGT GCC TTA CCG ACG ATA 

GI — ^ T C ■ 

G2 A T C A G 

G3a G ^T C C ^A G 

G3b — T C G 

G4 — T C C T G 

G5 A T C G 

G6 T^ C ^ T G 



1644 

scq AGA GAA TTT CTG GAA AGT GAA CAG CGT ATA GAT AAT AAT CCG GGA TTA TTA CCG TTA GTG 

Gl . 

G2 A C C— A T T C— 

G3a G AA CT C G C — 

G3b — — A G-T C A G C 

G4 _ AA— G C — ■ 

G5 -A A-AA T C C T G CT 

G6 A T A C — 



figure 3 
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SENSFBILITE 



nombre de copies 


hybridation sur 
membrane 


densite optique 
microplaque 


1 




0.020 


5 




0,351 


10 


• 


1.912 


50 


: 


3.123 


100 




3.200 


Temoin eau 




0021 



figure 6 



30 



EP 0 721 989 A1 



Localisation des amorces et des sondes sur la s^uence du gene lagA 



SLMl SLM2 IAG5 lAGl IAC2 IAG6 
, SLM3 SLM4 ^ ^ ^ IAG3 IAG4 , , 



figure 7 



31 



EP 0 721 989 A1 



Office europeen 
des brevets 



RAPPORT DE RECHERCHE ELROPEENNE 



%umero de U dentande 

EP 96 40 0098 



DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



Categoric 



CUation du (.ociuncnt avec indication, en cas dc hesoin, 
des partjgs pettinentes 



^ Revendicadon 
concernee 



fXASSFMKNT DK LA 
DEMANUK (Ini.CI.6) 



RES. MICROBIOLOGY, 

vol. 146, no. 1, Janvier 1995» 

pages 17-20, XPG02OO1767 

MIRAS I ET AL: "Nucleotide sequence of 

iagA and iagB genes involved in invasion 

of HeLa cells by Salmonella enterica 

subsp, enterica ser. Typhi" 

* le document en entier * 

WO-A-92 01056 (INSTITUT PASTEUR) 

* le document en entier * 



MOL. CELL. PROBES, 
vol. 7, 1993, 
pages 187-97, XPOO2G01768 
CHEVRIER D ET AL: "PCR product 
quantification by non-radioactive 
hybridization procedures using 
oligonucleotide covalently bound to 
microwells" 

* le document en entier * 

FEMS IMMUNOLOGY AND MEDICAL MICROBIOLOGY, 

vol . 10, Fevrier 1995, 

pages 245-52, XPDO20O1769 

CHEVRIER D ET AL: "Rapid detection of 

Salmonella subspecies I by PCR" 

* le document en entier * 

WO-A-93 042G2 (WASHINGTON UNIVERSITY) 

* le document en entier * 

WO-A-95 00664 (BIOTEKNOLOGIST INSTITUT) 

* le document en entier * 



1,13-15 



C12Q1/68 
C07H21/Q4 
C12P19/34 
C07K14/255 



1,13-16 

2-12, 

17-19 

17-19 



1-19 



Le pre!>9ent rapport a ete eUbti pour toutes les revendicadons 



1 

1-19 



UOMAINES TECHNIQUES 



C12Q 



LA HAYE 



26 Avril 1996 



Osborne, H 



CATECORIE DES DOCLMENTS CITES 



X : partiailterement pertinent a lui s«ul 

Y : pafticulierero«nt pertinent en combtnaison avec un 

autre doctimeAt de ia meme categorie 
A : arncre-plan tcchnotogique 
O : divulgation non-^tite 
P : document tntercalaire 



T : ttieoric ou princtpe a la base de rinventton 
E : document de brevet snterieur. mais publie a la 

date de depot ou apres cette dale 
l) : cite dans ta demande 
L : cite pour d''atitres raisons 

& : membre de la m^e f ami Me, document correspondant 



32 



EP0 721 989 A1 



Office europeen 
des brevets 



RAPPORT DE RECHERCHE EUROPEENNE 



Nuraero ie U demawle 

EP 96 40 0Q98 



DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



CMegorie 



Citation du document avec indication, en cas de besoin, 
dey parties pertinentes 



Revendication 
concernec 



CLASSKMKM UE LA 
DEMA-NDE antXl.6) 



WO-A-93 18165 (THE BOARD OF TRUSTEES OF 
THE LEYLAND STANFORD JUNIOR UNIVERSITY) 
* le document en entier 



L« present rapport a etc ctabli pour toutw ies; revendjcations 



DOMALNES TECHNIQUES 
RECHERCHES am.a.6) 



LA HAYE 



Date d'achetemcHt U recheiclw 

26 Avril 1996 



Osborne, H 



CATEGORIE DES DOCUMENTS OTES 

X ; parti cu{j«r«roeat pertinent i (ui seat 

Y : particuli^rentent pertinent en eombinaison avec un 

autre docunent de la mfine categoric 
A : arriere-plan technulD|>i({u« 
O : divulgation non-ecrite 
P : document intercalaire 



T : thtorie ou principe a ia base de i'tovention 
E : docutaent de brevet ant^eur, mais pubtie a la 

date d« 4ip6t ciu apres cette dat« 
O : cite dans la demande 
L : cite pour d''autres raisons 

& ; raenibre de (a meme f ami lie, document conrespondant 



33 



